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"Verfahren und Vorrichtunq zur Laser-Mikrodissektion" 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Laser- 
Mikrodissektion interessierender Probenbereiche einer Probe, die auf einem 
Probenhalter aufgebracht ist. 

Mit Mikrodissektion wird im Bereich der Biologie und der Medizin ein Verfah- 
ren bezeichnet, mit dem aus einer im allgemeinen flachen Probe (beispiels- 
weise Zellen oder ein Gewebeschnitt) ein kleines Stuck mit einem feinen, fo- 
kussierten Laserstrahl ausgeschnitten wird. Das ausgeschnittene Stuck steht 
damit fur weitere biologische oder medizinische (z.B. histologische) Untersu- 
chungen zur Verfugung. 

Die US 5,998,129 beschreibt ein solches Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Laser-Mikrodissektion. Die Probe ist auf einem festen, planen Trager ange- 
ordnet, beispielsweise einer polymeren Tragerfolie, die uber einen laborubli- 
chen Objekttrager aus Glas gespannt ist. Das beschriebene Verfahren arbeitet 
in zwei Schritten. In einem ersten Schritt wird mit einem Laserstrahl ein inte- 
ressierender Probenbereich, auf dem sich z.B. ein selektierter Zellverband 
oder ein histologischer Schnitt befindet, mit einem Laserstrahl ausgeschnitten. 
Die Schnittlinie des Laserstrahls beschreibt dazu eine geschlossene Kurve urn 
den interessierenden Probenbereich. Nach dem Schnitt haftet der ausge- 
schnittene, interessierende Probenbereich dann noch an seinem Untergrund 
bzw. liegt auf dem Objekttrager auf. Daher wird in einem zweiten Schritt ein 
zusatzlicher Laserschuss auf den interessierenden Probenbereich gerichtet 
und dadurch der interessierende Probenbereich in Richtung des Laserstrahls 
in ein AuffanggefafJ geschleudert. Wegen des Herausschleuderns des ausge- 



A 2820 DE 
01.09.2000 



2 

schnittenen, interessierenden Probenbereichs wird daher das Verfahren in 
Fachkreisen kurz als „Laserkatapulting" bezeichnet. 

Ein Nachteil des Verfahrens tritt schon beim ersten Verfahrensschritt auf. Kurz 
bevor die Schnittlinie geschlossen ist, ist das ausgeschnittene Objektfeld nur 
5 noch mit einem schmalen Steg mit der umgebenden Probe verbunden. Be- 
dingt durch elektrische Aufladung oder durch meehanische Spannung im 
Steg, klappt in diesem Stadium des Schnitts der ausgeschnittene, interessie- 
rende Probenbereich haufig weg, d.h. aus der Fokusebene des Laserstrahls 
heraus Oder hinter die verbleibende Tragerfolie. Eine Fertigstellung des 
10 Schnitts des weggeklappten, ausgeschnittenen Probenbereichs und ein Wei- 
tertransport mittels Laserschuss ist damit erschwert oder sogar unmoglich. 

Ein weiterer Nachteil des Verfahrens liegt darin, dass in der Praxis fur den 
zweiten Verfahrensschritt, den laserinduzierten Transport, der Laser defokus- 
siert werden muss. Das heifit, das bei Laborarbeiten zum Entfernen jedes 

15 einzelnen ausgeschnittenen Objektfelds jedes Mai der Laser defokussiert 

werden muss (z.B. durch Hbhenverstellung des die Probe tragenden Proben- 
tisches), der einzelne „Transport-Schuss" durchgefuhrt wird und danach zur 
weiteren Bearbeitung der Probe der Laser wieder fokussiert werden muss. 
Diese Vorgehensweise ist fur den Anwender insbesondere bei Laboruntersu- 

20 chungen mit einer Vielzahl von Schnitten umstandlich und zeitraubend. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Laser-Mikrodissektion 
anzugeben, welches ein sicheres und komfortables Ausschneiden eines Ob- 
jektfeldes aus einer Probe erlaubt. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Laser-Mikrodissektion inte- 
25 ressierender Probenbereiche einer Probe, die auf einem Probenhalter aufge- 
bracht ist, welches folgende Verfahrensschritte aufweist: 

a) Schneiden mit einem fokussierten Laserstrahl mit einer definierten 
Schnittbreite entlang einer offenen, den interessierenden Probenbe- 
reich weitgehend umschliedenden Schnittlinie, wobei zwischen Anfang 
30 und Ende der Schnittlinie ein stabiler Steg definierter Breite stehen 



bleibt, tiber den der interessierende Probenbereich mit der umgeben- 
den Probe verbunden ist, 

b) und Durchtrennen des Stegs mit einem einzigen, auf den Steg gerich- 
teten Laserimpuls eines fokussierten Laserstrahls mit gegenuber dem 
vorausgegangenen Schneiden verbreiterter Schnittbreite, wobei nach 
dem Durchtrennen der interessierende Probenbereich durch Einwir- 
kung der Schwerkraft herabfallt. 

Bei diesem Verfahren erweist es sich als vorteilhaft, wenn die definierte 
Schnittbreite beim Schneiden deutlich schmaler ist als die Schnittbreite des 
Laserstrahls beim Durchtrennen des Stegs. Die definierte Schnittbreite beim 
Schneiden kann durch Abschwachung der Laserintensitat gegenuber der La- 
serintensitat beim Durchtrennen des Stegs erzeugt werden. In diesem Fall 
kann zum Durchtrennen des Stegs eine Laserimpuls mit voller Leistung des 
Lasers erzeugt werden. 

Ebenso kann die Apertur des Laserstrahles mittels einer Blende verringert 
werden. Dadurch andert sich die Schnittbreite des Laserstrahls auf der Probe. 
Als besonders wirkungsvoll erweist es sich, wenn die Schnittbreite des Laser- 
strahls beim Durchtrennen des Stegs mindestens der Breite des Stegs ent- 
spricht. Mit Vorteil wird der einzelne Laserimpuls auf die Mitte des Stegs 
gerichtet. 

Es ist eine weitere Aufgabe der Erfindung, eine Vorrichtung zur Laser- 
Mikrodissektion anzugeben, welche ein sicheres Ausschneiden eines Objekt- 
feldes aus einer Probe erlaubt und auf ein Defokussieren des Laserstrahls 
zum Abtransport der Probe verzichtet. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung zum Laserschneiden mikro- 
skopischer Proben, die ein Mikroskop mit mindestens einem eine optische 
Achse definierenden Objektiv aufweist, das zur Betrachtung einer Probe mit 
einem interessierenden Probenbereich dient, die aulSerdem einen Laser auf- 



weist, der einen Laserstrahl erzeugt, und mindestens ein optisches System, 
das den Laserstrahl in das Objektiv einkoppelt, und die erfindungsgemafc fol- 
gende Merkmale aufweist: 

a) eine Schnittlinien-Steuerungseinheit, die dem Mikroskop zur Erzeu- 
gung einer Relativbewegung zwischen dem Laserstrahl und der Probe 
zugeordnet ist, 

b) und Mittel zum Durchtrennen des Stegs, mit welchen die Schnittbreite 
des Laserstrahls vergroftert und ein einziger fokussierter Laserimpuls 
auf den Steg gerichtet wird. 

Bisher gait es in Fachkreisen allgemein als unmoglich, einen ausgeschnitte- 
nen, interessierenden Probenbereich ohne Laserkatapulting aus einer Probe 
zu entfernen. Das erfindungsgemaUe Verfahren bietet nun erstmals die Mog- 
lichkeit, einen interessierenden Probenbereich auszuschneiden und diesen 
ohne materialschadigenden Laserbeschuss von der Probe zu trennen. 

Dazu wird das Laserschneiden der Probe in zwei Verfahrensschritten mit un- 
terschiedlichen Laserparametern bzw. unterschiedlichen Schnittbreiten des 
Laserstrahls vorgenommen. Entscheidend hierfur ist eine geeignete Prepara- 
tion der Proben. Dazu werden die zu untersuchenden Proben, aus denen inte- 
ressierende Probenbereiche ausgeschnitten werden sollen, auf sehr dunne 
Kunststoff-Filme prapariert. Die Dicke dieser Kunststoff-Filme liegt in der Gro- 
Benordnung zwischen 1 bis 2 jam. Es kbnnen beispielsweise PET-Filme ver- 
wendet werden. Die besten Schnittergebnisse wurden jedoch mit PEN-Filmen 
erzielt. Damit ist es moglich, einen schmalen und zugleich stabilen Steg zu 
erzeugen. Es hat sich als besonders gunstig fur das Verfahren erwiesen, 
wenn die Breite des Stegs ungefahr der drei- bis funffachen Schnittbreite des 
Laserstrahls beim Schneiden entspricht. Die Kunststoff-Filme sind in bekann- 
ter Weise uber einen Probenhalter gespannt. Dies kann z.B. ein laborublicher 
Objekttrager aus Glas sein. Andere Probenhalter (Form, Material) sind jedoch 
denkbar. Der Probenhalter liegt auf einem xy-Tisch auf, der es erlaubt, unter- 
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schiedliche Probenbereiche zu betrachten und auszuwahlen. Die Vorrichtung 
weist ublicherweise mindestens ein Behaltnis zum Auffangen eines ausge- 
schnittenen, interessierenden Probenbereichs in der Nahe bzw. unterhalb der 
Probe auf. 

5 Eine Ausfuhrungsform der erfindungsgemalJen Vorrichtung weist einen fest- 
stehenden Laserstrahl auf. Die Schnittlinien-Steuerungseinheit umfasst dabei 
einen verfahrbaren xy-Tisch, welcher beim Schneiden die Probe relativ zu 
dem feststehenden Laserstrahl bewegt. Dabei werden sehr hohe Anforderun- 
gen an die Positioniergenauigkeit des xy-Tisches gestellt, urn eine exakte 
10 Schnittlinie und einen Steg geeigneter Breite zu erzeugen. Der xy-Tisch wird 
vorzugsweise motorisch verfahren. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der erfindungsgemafJen Vorrichtung um- 
fasst die Schnittlinien-Steuerungseinheit eine Laser-Scan-Einrichtung, welche 
beim Schneiden den Laserstrahl relativ zu einer feststehenden Probe bewegt. 
15 Dazu wird beim Schneiden der xy-Tisch mit dem aufliegenden Probenhalter 
und der Probe nicht verfahren. Die Schnittlinie entsteht ausschlieftlich durch 
Ablenken des Laserstrahls uber die Probe. 

Besonders vorteilhaft ist eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung, in welcher' 
dem Laser eine Laser-Steuerungseinheit zugeordnet ist, welche die Betriebs- 
20 parameter des Lasers steuert. Diese Betriebsparameter sind beispielsweise 
die Laser-Leistung, die Laser-Apertur, welche die Laser-Schnittbreite bestim- 
men. Zusatzlich kann eine Autofokusvorrichtung fur den Laser vorgesehen 
sein, die fur einen sauberen Schnitt eine sichere Fokussierung auch bei unter- 
schiedlich dicken Proben sicherstellt. 

25 In einer anderen vorteilhaften Ausfuhrungsform ist dem Mikroskop ein Rech- 
ner zugeordnet, der zur Steuerung der Schnittlinien-Steuerungseinheit und der 
Laser-Steuerungseinheit eingesetzt wird. Dadurch ist eine Automatisierung 
des gesamten Verfahrens moglich. 




In anderen Ausfuhrungsformen der Vorrichtung sind Mittel zur Auswahl der 
Schnittlinie oder Mittel zur Auswahl der Schnittlinie und der Lage des Stegs 
durch einen Benutzer vorgesehen. Zusatzlich konnen Mittel zur Auswahl der 
Breite des Stegs und zur Auswahl der Lage des Stegs durch einen Benutzer 
vorgesehen sein. Durch diese Auswahlmoglichkeit kann der Benutzer vor dem 
Schneiden den richtigen interessierenden Probenbereich gezielt auswahlen 
und zugleich wichtige Stellen der Probe vor Beschadigungen schutzen. Indem 
der Benutzer beispielsweise die Schnittlinie auf unkritische Zellstrukturen der 
Probe legen kann, werden kritische, interessierende Zellstrukturen innerhalb 
des interessierenden Probenbereichs beim Schneiden geschutzt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind dem Mikroskop Mittel zu automati- 
schen VergroUerung der Schnittbreite des Laserstrahls und zur automatischen 
Durchfuhrung eines einzelnen, auf den Steg gerichteten Laserimpulses mit 
dieser Schnittbreite zugeordnet. 

Das erfindungsgemaUe Verfahren besitzt den Vorteil, dass ein Wegklappen 
des interessierenden Probenbereichs beim Schneiden ausgeschlossen ist. 
Dadurch ist ein problemloses Schneiden der Probe moglich. Aufcerdem ist mit 
dem Durchtrennen des Stegs zugleich eine zuverlassige Trennung des aus- 
geschnittenen, interessierenden Probenbereichs von der Probe moglich. Der 
ausgeschnittene, interessierende Probenbereich braucht dann nur noch auf- 
gefangen werden. Eine Automatisierung des Verfahrens und der Vorrichtung 
ermoglicht einen Einsatz im routinemafcigen Laborbetrieb. 

Der wesentliche Vorteil des Verfahrens besteht jedoch darin, dass sowohl das 
Schneiden als auch das Durchtrennen des Stegs mit einem auf die Schnittlinie 
bzw. den Steg fokussierten Laserstrahl erfolgt. Dadurch ist der von der 
Schnittlinie umschlossene, interessierende Probenbereich wahrend beider 
Verfahrensschritte vor moglicher Schadigung durch Laserbestrahlung ge- 
schutzt. Auf diese Weise wird gegenuber bisher bekannten Verfahren keine 
Laserstrahlung auf den interessierenden Probenbereich gerichtet. Dies ist 
gerade bei biologischen Proben ein sehr wichtiger Aspekt, da auf diese Weise 
strahlungsbedingte Veranderungen der Zellstrukturen oder der genetischen 



Informationen innerhalb des interessierenden Probenbereichs ausgeschlos- 
sen sind. Fur den Laborbetrieb erweist sich auRerdem als vorteilhaft, dass das 
erfindungsgemafie Verfahren ohne wiederholtes und damit zeitraubendes 
Fokussieren und Defokussieren arbeitet. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand der schematischen Zeichnung genau- 
er beschrieben. Es zeigen: 

Fig. 1: eine Vorrichtung zum Laserschneiden mit einem feststehenden 
Laserstrahl; 

Fig. 2: eine Probe mit einer erfindungsgemafien Schnittfuhrung um einen 
interessierenden Probenbereich; 

Fig.3: eine Vorrichtung zum Laserschneiden mit einem beweglichen Laser- 
strahl. 

In den Figuren sind gleiche Vorrichtungselemente mit denselben Bezugszif- 
fern bezeichnet. 

In Fig. 1 ist eine Vorrichtung zum Laserschneiden dargestellt, welche mit ei- 
nem feststehenden Laserstrahl und einer relativ dazu bewegten Probe arbei- 
tet. Sie weist ein Mikroskop 1 mit einem motorisch verfahrbaren xy-Tisch 2 
auf. Der xy-Tisch 2 dient zur Aufnahme eines Probenhalters 3, auf dem eine 
zu untersuchende bzw. zu schneidende Probe 4 ist aufgebracht ist. Ferner ist 
ein Beleuchtungssystem 5 sowie ein Laser 6 vorgesehen, der einen Laser- 
strahl 7 erzeugt, der zum Schneiden der Probe 4 auf diese fokussiert wird. Der 
xy-Tisch 2 dient als Schnittlinien-Steuerungseinheit und erzeugt wahrend des 
Schneidvorgangs eine Relativbewegung zwischen dem Laserstrahl 7 und der 
Probe 4. 

Bei dem dargestellten Mikroskop 1 handelt es sich um ein Durchiicht- 
Mikroskop, bei dem das Beleuchtungssystem 5 an einem Mikroskopstativ 8 
unterhalb des xy-Tisches 2 und der Probe 4 angeordnet ist. Mindestens ein 
Objektiv 9 des Mikroskops 1 ist oberhalb des xy-Tisches 2 und der Probe 4 
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angeordnet. Das Objektiv 9 definiert eine optische Achse 10, die mit der opti- 
schen Achse des Beleuchtungssystems 5 fluchtet. 

In dieser beschriebenen Anordnung wird die Probe 4 mit einer Durchlicht- 
Beleuchtung betrachtet. Das Laserschneiden konnte ebenso auch mit einem 
inversen Mikroskop ausgefuhrt werden, bei dem das Beleuchtungssystem 5 
oberhalb des xy-Tisches 2 und das mindestens eine Objektiv 9 unterhalb des 
xy-Tisches 2 angeordnet ist. 

Das von dem Beleuchtungssystem 5 ausgestrahlte Licht wird durch einen 
Kondensor 11 von unten auf den auf dem xy-Tisch 2 angeordneten Proben- 
halter 3 mit der Probe 4 gerichtet. Das die Probe 4 durchdringende Licht ge- 
langt zum Objektiv 9 des Mikroskops 1. Innerhalb des Mikroskops 1 wird das 
Licht uber nicht dargestellte Linsen und Spiegel mindestens einem Okular 12 
des Mikroskops 1 zugeleitet, durch welches ein Bediener die auf dem xy-Tisch 
2 angeordnete Probe 4 betrachten kann. 

Im Mikroskopstativ 8 des Mikroskops 1 ist ein optisches System 13 in der opti- 
schen Achse 10 des Objektivs 9 vorgesehen. Das optische System 13 kann 
z.B. ein dichromatischer Teiler sein. Ferner ist es denkbar, dass das optische 
System 13 aus mehreren optischen Bauteilen besteht. Dies ist dann der Fall, 
wenn der Laserstrahl 7 mehrfach umgelenkt werden muss. Ferner ist im La- 
serstrahl 7 eine Blende 14 vorgesehen, mit welcher der Durchmesser des La- 
serstrahls 7 in entsprechender Weise beschrankt werden kann. Die Blende 14 
kann z.B. als eine Festblende ausgebildet sein. In einer vorteilhaften Ausfuh- 
rungsform konnen mehrere Festblenden 14 auf einer Revolverscheibe oder 
einem Linearschieber angeordnet sein, urn eine dieser Festblenden als die 
jeweils erforderliche Blende 14 in den Strahlengang einzubringen. Das Ein- 
bringen in den Laserstrahl 7 kann manuell durch den Benutzer oder motorisch 
durchgefuhrt werden. 

In der hier dargestellten Ausfuhrungsform ist die Blende 14 als eine Vario- 
blende, beispielsweise als eine Irisblende, ausgebildet, deren Durchmesser 
uber einen Blenden-Motor 15 gesteuert wird. Der Blenden-Motor 15 erhalt von 



einem Rechner 16 die notigen Steuersignale zum Einstellen des erforderli- 
chen Blendendurchmessers. 

Das Mikroskop 1 ist ferner mit einer Kamera 17 versehen, die ein Bild von der 
zu schneidenden Probe 4 aufnimmt. Dieses Bild ist auf einem Monitor 18 dar- 
stellbar, der mit dem Rechner 16 verbunden ist. Das System aus Rechner 16, 
Kamera 17 und Monitor 18 kann dazu verwendet werden, urn den mit dem 
Laser 4 durchgefuhrten Schneidevorgang zu beobachten und zu uberwachen. 
So kann der Rechner an den Laser Triggersignale zur Auslosung von Laser- 
impulsen und zur Steuerung der Laserleistung abgeben, den Blenden-Motor 
15 ansteuern und eine (nicht dargestellte) Autofokuseinrichtung fur den Laser 
6 ansteuern. 

Ferner kann auf dem Monitor 18 der auszuschneidende, interessierende Pro- 
benbereich der Probe 12 mittels eines Mauszeigers umfahren werden. Die 
Lage des Stegs kann durch eine Software im Rechner 16 automatisch be- 
stimmt werden. Es erweist sich jedoch als vorteilhaft, wenn ein Benutzer auch 
die Lage des Stegs mittels Mausclick vorbestimmen kann. Entlang der so ge- 
kennzeichneten Schnittiinie wird dann der Schneidevorgang mittels des Laser 
4 ausgefuhrt. 

Unterhalb der Probe 4 ist mindestens ein Auffangbehaltnis 19 zum Auffangen 
des ausgeschnittenen, interessierenden Probenbereichs angeordnet. 

Anhand Fig. 2 wird nachfolgend das erfindungsgemalSe Verfahren beschrie- 
ben. 

Dargestellt ist ein Kamerabild einer Probe 4 mit einer Vielzahl von Zellen 22. 
Ungefahr in der Mitte der Probe 4 liegt ein interessierender Probenbereich 23, 
in dem eine abweichende Zellstruktur 24, z.B. eine mutmaliliche Krebszelle 
Oder eine Zelle mit einem interessierenden genetischen Code, liegt. Dieser 
interessierende Probenbereich 23 soil fur weitere Untersuchungen aus der 
Probe 4 entnommen werden. 

Dazu wird von einem Benutzer unter Benutzung einer entsprechenden Soft- 
ware mittels einer Computermaus im Kamerabild eine gewunschte Soil- 
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Schnittlinie fur den durchzufuhrenden Schneidvorgang markiert Aulierdem 
wird die gewunschte Lage des Stegs markiert. Die Breite des Stegs kann 
durch den Benutzer vorgegeben werden. Es besteht jedoch auch die Moglich- 
keit, die Stegbreite in Abhangigkeit von den aktuellen Laserparametern durch 
den Rechner 16 ermitteln zu lassen. 

Entsprechend der aktuell eingestellten Schnittbreite des Laserstrahls 7 wird 
mit dem Rechner 16 zu der definierten Soll-Schnittlinie eine Anzahl von Soll- 
positionen des Laserstrahls 7 auf der Probe 4 berechnet, wobei die aneinan- 
der gereihten Sollpositionen des Laserstrahls 7 die gewunschte Soll- 
Schnittlinie ergeben. Lediglich fur den definierten Steg wird nur eine zentrale 
Sollposition berechnet. 

Zum Vorbereiten des Schneidvorgangs wird dann eine schmale Schnittbreite 
des Laserstrahls 7 eingestellt. Beim Schneiden wird dann der xy-Tisch 2 
schrittweise so verfahren, dass der Laserstrahl 7 nacheinander an den be- 
rechneten Sollposition auf die Probe 4 auftrifft, wobei die Sollposition fur den 
Steg 26 zunachst ausgelassen wird. In jeder Sollposition wird von dem Rech- 
ner 16 jeweils ein Triggersignal erzeugt, an den Laser 6 gesendet und von 
diesem entsprechend ein Laserimpuls abgestrahlt. Auf diese Weise wird mit 
dem Laser 6 urn den interessierenden Probenbereich 23 die dargestellte, nicht 
geschlossenen Schnittlinie 25 erzeugt. Der interessierende Probenbereich 23 
ist dann nur noch durch den stabilen Steg 26 mit der umgebenden Probe 4 
verbunden. 

Zum Vorbereiten des Durchtrennens des Stegs 26 wird dann die Schnittbreite 
des Laserstrahls 7 deutlich verbreitert. Sie kann beispielsweise auf die maxi- 
mal mogliche Schnittbreite eingestellt werden. Es hat sich allerdings als vor- 
teilhaft erwiesen, wenn die Schnittbreite zum Durchtrennen des Stegs 26 an 
die Breite des Stegs 26 angepasst wird. Dazu muss die Schnittbreite mindes- 
tens der Breite des Stegs 26 entsprechen. 

Im letzten Verfahrensschritt wird dieser Steg 26 mit einem auf seine Mitte ge- 
richteten Laserimpuls durchtrennt. Dabei handelt es sich urn einen Schneid- 
vorgang mit einem einzelnen Laserimpuls, wobei der Laser 6 ebenso fokus- 



11 



siert bleibt wie bei dem vorangegangen Schneiden der Schnittlinie 25. Der auf 
diese Weise dissektierte, interessierende Probenbereich 23 fallt in ein darun- 
ter angeordnetes AuffanggefafJ herab. 

Da sowohl das Schneiden der Schnittlinie 25 als auch das Durchtrennen des 
Stegs 26 mit einem fokussierten Laserstrahl 7 erfolgt, ist der interessierende 
Probenbereich 23 wahrend beider Verfahrensschritte vor moglicher Schadi- 
gung durch Laserbestrahlung geschutzt. 

Fig. 3 zeigt ein erfindungsgemafSes Laser-Mikro-Dissektionsgerat zur Durch- 
fuhrung des erfindungsgema&en Verfahrens, welches beim Schneiden einen 
Laserstrahl uber eine festgehaltene Probe bewegt. 

Das Laser-Mikro-Dissektionsgerat umfasst ein Mikroskop 1 mit einem verfahr- 
baren xy-Tisch 2, auf dem ein Probenhalter 3 angeordnet ist. An der Untersei- 
te des Probenhalters 3 befindet sich eine zu schneidende Probe 4. Unter dem 
xy-Tisch 2 sind ein Beleuchtungssystem 5 und ein Kondensor 1 1 angeordnet, 
der die Probe 4 beleuchtet. Der xy-Tisch 2 wird wahrend des Schneidvor- 
gangs horizontal, also in x-Richtung und in y-Richtung, nicht verfahren. Unter- 
halb der Probe 4 ist mindestens ein Auffangbehaltnis 19 zum Auffangen des 
ausgeschnittenen, interessierenden Probenbereichs angeordnet. 

Von einem Laser 6, in diesem Beispiel ein UV-Laser, geht ein Laserstrahl 7 
aus, der in einen Beleuchtungsstrahlengang 20 eingekoppelt wird. In dem Be- 
leuchtungsstrahlengang 20 ist eine Laser-Scan-Einrichtung 31 angeordnet. 
Der Laserstrahl 7 durchlauft die Laser-Scan-Einrichtung 31 und gelangt uber 
ein optisches System 13 zu einem Objektiv 9, das den Laserstrahl 7 auf die 
Probe 4 fokussiert Das optische System 13 ist mit Vorteil als dichromatischer 
Teiler ausgefuhrt, durch den ein von der Probe 4 durch das Objektiv 9 ausge- 
hender Abbildungsstrahlengang 21 zu mindestens einem Okular 12 gelangt. 

Die Einstellung der Laser-Scan-Einrichtung 31 und damit die Verstellung des 
Laserstrahls 7 auf der Probe 4 erfolgt in dieser Ausfuhrungsform mit einem 
der Laser-Scan-Einrichtung 31 zugeordneten Motor 32, einer Steuerungsein- 
heit 33 und einem Rechner 16. Der Motor 32 ist mit der Steuerungseinheit 33 
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verbundenen, welche die Steuersignale zur Ansteuerung des Motors 32 lie- 
fer! Die Steuerungseinheit 33 ist mit dem Rechner 16 verbunden, an den ein 
Monitor 18 angeschlossen ist. Auf dem Monitor 18 wird das von einer Kamera 
17 aufgenommene Bild der Probe 4 dargestellt. Mittels einer Rechner-Maus 
(nicht dargestellt) oder einer anderen beliebigen Cursorsteuerungseinrichtung 
kann auf dem Monitor 18 in dem Kamerabild eine gewunschte Soll-Schnittlinie 
definiert werden. Der Rechner 16 ist auBerdem mit der Laserlichtquelle 6 ver- 
bunden und liefert diesem nur dann Triggersignale zum Auslosen von Laser- 
impulsen, wenn ein Schnitt durchgefuhrt wird. 

Die Laser-Scan-Einrichtung 31 selbst dient als Schnittlinien- 
Steuerungseinheit, die wahrend des Schneidvorgangs eine Relativbewegung 
zwischen dem Laserstrahl 7 und der Probe 4 erzeugt. Die Fokussierung des 
Laserstrahls 7 kann durch manuelles Verfahren des xy-Tisches 2 in der Hohe 
bei gleichzeitiger visueller Kontrolle des Kamerabildes durch einen Benutzer 
erfolgen. Bedienungsfreundlicher ist jedoch eine Ausfuhrungsform der Vorrich- 
tung, die eine Autofokus-Vorrichtung (nicht dargestellt) fur den Laserstrahl 7 
umfasst. 

Durch Ansteuerung der Laser-Scan-Einrichtung 31 erscheint der Laserstrahl 7 
am Ausgang der Laser-Scan-Einrichtung 31 unter verschiedenen Ablenkwin- 
keln. Dabei kann der Laserstrahl 7 durch Variation des Ablenkwinkels auf be- 
liebige Positionen auf der Probe 4 gefuhrt werden, die innerhalb des Sehfel- 
des des Objektivs 10 liegen. 

In dem ersten Verfahrensschritt wird durch geeignete Ansteuerung der Laser- 
Scan-Einrichtung 31 mit einem Laserstrahl 7 mit geringer Schnittbreite auf der 
Probe 4 eine offene Schnittlinie erzeugt, wobei ein stabiler Steg 26 stehen 
bleibt. Dazu muss die schmale Schnittbreite vorher bereits eingestellt sein. 

Die Schnittbreite eines Lasers in einer Probe hangt ab von den Laserparame- 
tern, wie z.B. Laserleistung und Apertur des Laserstrahls 7. Diese Schnittbrei- 
te wird vorher bestimmt oder ist in Abhangigkeit von den Laserparametern in 
einer Tabelle im Rechner 16 abgelegt. Entsprechend der aktuellen eingestell- 
ten Schnittbreite wird zu der definierten Soll-Schnittlinie eine Anzahl von Soil- 
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positionen des Laserstrahls auf der Probe 4 berechnet, wobei die aneinander 
gereihten Sollpositionen des Laserstrahls 7 die gewunschte Soll-Schnittlinie 
ergeben. 

Dann werden auf der Probe 4 nacheinander die Sollpositionen mit der Laser- 
Scan-Einrichtung 31 angefahren. Jedes Mai, wenn die Sollposition des Laser- 
strahls 7 auf der Probe 4 mittels der Laser-Scan-Einrichtung 31 vorbereitet 
bzw. eingestellt wurde, liefert der Rechner 16 Triggersignale zum Auslosen 
von Laserpulsen an die Laserlichtquelle 6. Auf diese Weise wird schrittweise 
die offene Schnittlinie erzeugt, wobei ein stabiler Steg stehen bleibt. 

Als Vorbereitung zum Durchtrennen des Stegs wird dann die Schnittbreite des 
Laserstrahls 7 deutlich breiter eingestellt. Sie sollte jedoch mindestens der 
Breite des Stegs entsprechen. Der Laserstrahl 7 bleibt auch in diesem zweiten 
Verfahrensschritt fokussiert. Es wird zum Durchtrennen des Stegs nur ein ein- 
zelner Laserimpuls erzeugt, wobei der kurzzeitig erzeugte Laserstrahl 7 vor- 
zugsweise auf die Mitte des Stegs gerichtet ist. 

Nach dem Durchtrennen des Stegs ist der interessierende Probenbereich von 
der Probe 4 vollstandig getrennt und fallt unter Einwirkung der Schwerkraft in 
das darunter angeordriete Auffangbehaltnis. 

Die vorliegende Erfindung ist in Bezug auf Ausfuhrungsbeispiele beschrieben 
worden. Es ist jedoch fur jeden auf diesem Fachgebiet tatigen Fachmann of- 
fensichtlich, dass Anderungen und Abwandlungen vorgenommen werden 
konnen, ohne dabei den Schutzbereich der nachstehenden Anspruche zu ver- 
lassen. 
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1. Mikroskop 

2. verfahrbarer xy-Tisch 

3. Probenhalter 

4. Probe 

5. Beleuchtungssystem 
6; Laser 

7. Laserstrahl 

8. Mikroskopstativ 

9. Objektiv 

10. optische Achse 

11. Kondensor 

12. Okular 

13. optisches System 

14. Blende 

15. Blenden-Motor 



Bezugszeichenliste 

16. Rechner 

17. Kamera 

18. Monitor 

20 19. Auffangbehaltnis 

20. Beleuchtungsstrahlengang 

21. Abildungsstrahlengang 

22. Zellen 

23. interessierender Probenbereich 
25 24. abweichende Zellstruktur 

25. Schnittlinie 

26. Steg 

31. Laser-Scan-Einrichtung 

32. Motor fur Laser-Scan- 
30 Einrichtung 

33. Steuerungseinheit 
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Patentanspriiche 



1) Verfahren zur Laser-Mikroclissektion interessierender Probenbereiche (23) 
einer Probe (4), die auf einem Probenhalter (3) aufgebracht ist, 
gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

a) Schneiden mit einem fokussierten Laserstrahl (7) mit einer definierten 
Schnittbreite entlang einer offenen, den interessierenden Probenbe- 
reich (23) weitgehend umschliefJenden Schnittlinie (25), wobei zwi- 
schen Anfang und Ende der Schnittlinie (25) ein stabiler Steg (26) de- 
finierter Breite stehen bleibt, uber den der interessierende Probenbe- 
reich (23) mit der umgebenden Probe (4) verbunden ist, 

b) und Durchtrennen des Stegs (26) mit einem einzigen, auf den Steg 
(26) gerichteten Laserimpuls eines fokussierten Laserstrahls (7) mit 
gegenuber dem vorausgegangenen Schneiden vergrofierter Schnitt- 
breite, wobei nach dem Durchtrennen der interessierende Probenbe- 
reich (23) durch Einwirkung der Schwerkraft herabfallt. 

2) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 

dass die definierte Schnittbreite beim Schneiden deutlich schmaler ist als 
die Schnittbreite des Laserstrahls (7) beim Durchtrennen des Stegs (26). 

3) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 

dass die definierte Schnittbreite beim Schneiden durch Abschwachung der 
Laserintensitat gegenuber der Laserintensitat beim Durchtrennen des 
Stegs (26) erzeugt wird. 
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4) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 

dass die Schnittbreite des Laserstrahls (7) beim Durchtrennen des Stegs 
(26) mindestens der Breite des Stegs (26) entspricht. 

5) Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet 

5 dass der Laserimpuls auf die Mitte des Stegs (26) gerichtet wird. 

6) Eine Vorrichtung zum Laserschneiden mikroskopischer Proben (4) urn- 
fasst ein Mikroskop (1) mit mindestens einem eine optische Achse (10) de- 
finierenden Objektiv (9) zur Betrachtung einer Probe (4) mit einem interes- 
sierenden Probenbereich (23), und einen Laser (6), der einen Laserstrahl 

10 (7) erzeugt, und mindestens ein optisches System (13), das den Laser- 

strahl (7) in das Objektiv (9) einkoppelt, 
dadurch gekennzeichnet 

a) dass dem Mikroskop (1) eine Schnittlinien-Steuerungseinheit (2; 31) 
zur Erzeugung einer Relativbewegung zwischen dem Laserstrahl (7) 

15 und der Probe (4) zugeordnet ist zur Erzielung einer offenen, den inte- 

ressierenden Probenbereich (23) weitgehend umschliefcenden Schnitt- 
linie (25), wobei zwischen Anfang und Ende der Schnittlinie (25) ein 
stabiler Steg (26) definierter Breite stehen bleibt, uber den der interes- 
sierende Probenbereich (23) mit der umgebenden Probe (4) verbun- 

20 den ist, 

b) und dass Mittel zum Durchtrennen des Stegs (26) vorgesehen sind, mit 
welchen die Schnittbreite des Laserstrahls (7) vergrofiert und ein ein- 
ziger fokussierter Laserimpuls auf den Steg (26) gerichtet wird, welcher 
den Steg (26) durchtrennt. 

25 7) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 

der Laserstrahl (7) feststehend ist und die Schnittlinien-Steuerungseinheit 
einen verfahrbaren xy-Tisch (2) umfasst, welcher beim Schneiden die Pro- 
be (4) relativ zu dem feststehenden Laserstrahl (7) bewegt. 
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8) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Schnittlinien-Steuerungseinheit eine Laser-Scan-Einrichtung (31) 
umfasst, welche beim Schneiden den Laserstrahl (7) relativ zu einer fest- 
stehenden Probe (4) bewegt. 

9) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass dem Laser (6) eine Laser-Steuerungseinheit zugeordnet ist, welche 
die Betriebsparameter des Lasers (6) steuert. 

10) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass dem Laser (6) eine Autofokusvorrichtung fur den Laserstrahl (7) zu- 
geordnet ist. 

11) Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 

dass dem Mikroskop ein Rechner (16) zur Steuerung der Schnittlinien- 
Steuerungseinheit (2; 31) und der Laser-Steuerungseinheit zugeordnet ist. 

12) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass dem Mikroskop Mittel zu automatischen Vergrolierung der Schnitt- 
breite des Laserstrahls (7) und zur automatischen Durchfuhrung eines ein- 
zelnen, auf den Steg (26) gerichteten Laserimpulses mit dieser Schnittbrei- 
te zugeordnet sind. 

13) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass Mittel zur Auswahl der Schnittlinie (25) durch einen Benutzer vorge- 
sehen sind. 

14) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass Mittel zur Auswahl der Breite des Stegs (26) durch einen Benutzer 
vorgesehen sind. 

15) Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass Mittel zur Auswahl der Lage des Stegs (16) durch einen Benutzer 
vorgesehen sind. 
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Zusammenfassunq 



Es wird ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Laser-Mikrodissektion interes- 
sierender Probenbereiche (23) einer Probe (4) angegeben. In einem ersten 
Schritt wird mittels eines Laserstrahls (7) eine den interessierenden Probenbe- 
reich (23) umschliefcende, offene Schnittlinie (25) erzeugt. An der offenen 
Stelle der Schnittlinie (25) bleibt dabei ein Steg (26) stehen, welcher den inte- 
ressierenden Probenbereich (23) mit der umgebenden Probe (4) verbindet. In 
einem zweiten Schritt wird der Steg (26) mit einem einzigen, auf ihn gerichte- 
ten Laserimpuls durchtrennt, wodurch die Schnittlinie geschlossen. Dabei wird 
der interessierende Probenbereich (23) von der Probe (4) getrennt und fallt 
unter Einwirkung der Schwerkraft in ein Auffangbehaltnis (19). 



(Fig. 2) 
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